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RESUMO

A remogdo de nitrogénio amoniacal é um aspecto importante do tratamento de aguas residuérias, e geralmente
é realizado por bactérias nitrificantes, tendo como principais representantes os géneros Nitrosomonas e
Nitrobacter que oxidam, respectivamente, o ion amdnio a nitrito e posteriormente, o nitrito a nitrato. A
quantificagdo desses grupos é de extrema importancia para 0 monitoramento de sistemas bioldgicos de
tratamento projetados para promover a nitrificacdo. Neste trabalho bactérias nitrificantes presentes em amostras
de lodos ativados foram quantificadas por meio de dois métodos diferentes: a técnica dependente de cultivo-
Tubos maltiplos (NMP) e a técnica de biologia molecular-hibridacao in situ fluorescente (FISH). Os resultados
de ambas as técnicas foram comparados e analisados estatisticamente, evidenciando as vantagens e
desvantagens de cada uma. Os resultados sugerem que ha uma tendéncia de se obter valores diferentes (maiores
ou menores) para bactérias oxidadoras de amdnia (Nitrosomonas) pela técnica do NMP em comparagdo com
FISH. Néo obstante, a andlise estatistica desses dados revelou que, a diferenca de quantificacdo encontrada
entre as técnicas ndo foi estatisticamente significativa (a um nivel de significancia de 5%), indicando que ambas
podem ser usadas para a quantificacdo das oxidadoras de aménia. Para as oxidadoras de nitrito ndo foi possivel
realizar esta comparagdo, uma vez que 0s géneros que estavam sendo determinados em cada uma das técnicas
eram diferentes (provavelmente Nitrobacter no NMP, e no FISH Nitrospira). Sendo assim, as técnicas de NMP
e FISH se mostraram métodos relativamente simples, praticos e adequados para quantificacdo de
microrganismos nitrificantes em amostras provenientes de sistemas de tratamento de &guas residuarias, com
vantagens e limitagdes inerentes a cada técnica. A escolha da técnica dependerd, portanto, dos equipamentos e
recursos disponiveis em cada laboratério, bem como do nivel de informacdo que se deseja obter, uma vez que
com o FISH pode-se quantificar os diferentes géneros de oxidadoras de aménia e nitrito e pelo NMP a
quantificagdo é geral, ndo tendo a indicagdo de qual género esta presente.

PALAVRAS-CHAVE: Bactérias oxidadoras de amonia, bactérias oxidadoras de nitrito, NMP, FISH e Lodos
Ativados.

INTRODUCAO

A amdnia é um composto importante, e as vezes pode ser toxico ao ambiente, presente em diversos efluentes
industriais e domésticos. No esgoto doméstico a concentragdo de nitrogénio amoniacal esta em torno de 35 mg
N-NH,". L™, que é extremamente baixa quando comparada com outros efluentes ricos em nitrogénio, tais como
efluentes de industria frigorifica (170 mg N-NH," . L™, REGINATTO et al., 2005), ou efluentes de coqueria
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(300 mg N-NH," . L™mg). A remocgdo de nitrogénio é um aspecto importante do tratamento de aguas
residuérias, e geralmente é realizado por processos microbiolégicos tais como nitrificacdo e desnitrificagdo. As
bactérias nitrificantes, tendo como principais representantes aquelas pertencentes aos géneros Nitrosomonas e
Nitrobacter sdo responsaveis, respectivamente, pela oxidacido do ion aménio (NH,") a nitrito (NO,) e
posteriormente, oxidacdo do nitrito a nitrato (NOj). Tendo em vista a importdncia ambiental destes

microrganismos, torna-se relevante a quantificagdo dos mesmos, inclusive para monitorar sistemas biolégicos
de tratamento desenvolvidos para promover a nitrificagéo.

Tradicionalmente, as bactérias nitrificantes vém sendo quantificadas através do método convencional
dependente de cultivo (Tubos maltiplos ou técnica do Nimero Mais Provavel - NMP), apesar da possibilidade
desse método subestimar essa populagdo devido as caracteristicas dessas bactérias de formarem aglomerados,
e/ou da diferenca de cultivo entre as diferentes espécies de oxidadoras de amdnia. O método do NMP permite
estimar a densidade da populacdo microbiana sem contagem individual das células ou col6nias.
Microbiologistas frequentemente estimam o tamanho das populagcbes com base na maior diluicdo na qual o
crescimento pode ser obtido. Ent&o, se o crescimento foi observado na diluicio 10, mas ndo na 10™, 0 nimero
de células viaveis é estimado estar entre 10* e 10°. O teste de vérias aliquotas de uma série de diluicdes
sucessivas, junto com calculos estatisticos e interpolagdes, fornece estimativas muito mais precisas
(ALEXANDER, 1982 apud KIELING, 2004). Além disso, este método detecta e estima diferentes grupos de
microorganismos nas amostras. Pressupde-se que na incubacdo de cada tubo, que recebeu o inoculo, os
microorganismos irdo apresentar crescimento acarretando mudancas caracteristicas no meio de cultura. Como
ocorrem resultados negativos em alguns dos tubos, o NMP do microorganismo na amostra analisada pode ser
estimado a partir do nimero e da distribuicdo de tubos que apresentaram reagdo positiva.

A técnica de hibridacao in situ fluorescente (FISH) é um método direto para contagem de células, que consiste
na utilizacdo de sondas de oligonucleotideos marcadas com corante fluorescente e complementares a uma
determinada regido do RNAr 16S. Cada célula ativa contém entre 10° e 10° ribossomos e parte desses, sd0 0s
RNAs ribossomais. Algumas regifes dos RNAs ribossomais estdo acessiveis para a hibridagdo, indicando que é
possivel ligar a sonda, complementar a uma certa regido do RNAr 16S. Dependendo das sondas utilizadas, o
FISH pode ser usado para detectar microrganismos de diferentes niveis filogenéticos (diferentes grupos
funcionais e diferentes géneros). Para a hibridagdo in situ fluorescente, o alvo das sondas marcadas é 0 RNAr
16S ou 23S. Dessa forma a intensidade do sinal obtido pela hibridacdo, com sondas que se ligam ao RNAr, é
dependente da atividade metabdlica da célula no momento da fixacdo, e portanto, da taxa de crescimento da
célula.

Assim sendo, a andlise in situ de populacdes bacterianas pela técnica de FISH é mais apropriada para a analise
de bactérias fisiologicamente ativas, ou seja, aquelas encontradas em ambientes ricos em nutrientes (como
sistemas de tratamento de &guas residudrias, por exemplo), quando comparado com aquelas que crescem em
ambientes pobres em nutrientes (como solo). Devido a grande especificidade da interacdo da sonda com o
RNAr alvo, o limite de detecgdo da técnica é de 10° a 10* células por ml (AMANN et al., 1995).0 FISH vem
sendo amplamente empregado para a quantificacdo de bactérias nitrificantes, tanto oxidadoras de amdnia
quanto de nitrito em diferentes sistemas de tratamento.

O objetivo deste trabalho foi o de quantificar bactérias nitrificantes presentes em amostras de lodo aerébio
(oriundo de um sistema de lodos ativados), por meio das técnicas de tubos multiplos (NMP) e FISH. Os
resultados foram comparados e analisados estatisticamente, evidenciando as vantagens e desvantagens de cada
uma das técnicas para aplicacdo na area de saneamento.

MATERIAIS E METODOS

Com o objetivo de se comparar técnicas distintas de quantificacdo de bactérias nitrificantes, presentes em
sistemas de tratamento de aguas residuarias, foram realizadas 15 coletas de amostras de lodo, provenientes do
tanque de aeracdo do sistema de Lodos Ativados da ETE ARRUDAS - COPASA que trata esgoto doméstico
da cidade de Belo Horizonte — MG. Posteriormente, essas amostras foram submetidas as técnicas do Numero
Mais Provavel (NMP) e hibridagdo in situ fluorescente (FISH). Cerca de 2 litros de amostra de lodo foram
coletadas em frascos de plastico hermeticamente fechados. As coletas foram realizadas em diferentes épocas no
periodo de abril de 2008 a dezembro de 2009.
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TUBOS MULTIPLOS OU NUMERO MAIS PROVAVEL (NMP)

Neste trabalho foi adotado o método proposto por Alexander & Clark (1982) para andlise de solos, o qual foi
adaptado para andlise de lodos, de acordo com Kieling (2004). Uma aliquota de 100,0 ml da amostra de lodo
aerdbio foi macerada em frasco contendo 50,0 g de pérolas de vidro, sob agitagdo manual por 20 minutos e
diluida em &gua de diluicdo (K,HPO, 0,2M , KH,PO, 0,2M), por meio de diluicdo seriada.

Para quantificacdo das bactérias oxidadoras de amonia e das oxidadoras de nitrito, foram utilizados os meios de
cultura amonia-carbonato e nitrito-carbonato, respectivamente. Foram feitas quintuplicatas de cada dilui¢éo.
Apos trés semanas de incubagdo a 28°C foi feita a leitura dos tubos utilizando o reagente de Griess-1losvay e o
Reagente de Nitrato. De acordo com o nimero de tubos que apresentaram resultados positivos nas cinco
repeticdes de cada diluicdo consultou-se a tabela de Numero Mais Provével (NMP) (Tabela do Standard
Methods, 2005), encontrando o valor de NMP/ml de amostra inoculada.

HIBRIDACAO IN SITU FLUORESCENTE (FISH)

Para a preparacdo das amostras e posterior hibridacdo foi seguido o protocolo de Amann et al. (1995). Cerca
de 2,0 ml de amostra do lodo ativado foi fixada em solugdo de paraformaldeido 4% em tampé&o fosfato de sodio
(PBS 130mM NaCl, 7mM Na,HPO,, 3mM NaH,PO,; pH 7.2) e posteriormente hibridada com as sondas
descritas na tabela 1, na qual é apresentada ainda a concentracdo de formamida e de solugdo de NaCl utilizada
para cada uma delas e sua respectiva especificidade.

Apds a hibridacéo as amostras foram coradas com solugdo de DAPI (4,6-diamidino-2-fenilindol) a 10ug/ml, e
observadas em microscopio de fluorescéncia (Olympus BX-50) equipado com camera colorida refrigerada
(QcolorR5C). Apobs a contagem, foi feita uma estimativa do nimero total de células por ml de amostra e ainda
do nimero de células hibridadas por ml.

Tabela 1: Sondas de oligonucleotideos utilizadas no FISH.

Sonda Especificidade Sequencia 5" — 3 %FA? (#]?\;:)Ib Referéncia
A maioria das oxidadoras de
amonia, da subclasse 3 Mobarry et al.
Nso 190 Proteobacteria, incluindo CGATCCCCTGCTTTTCTCC 30 112 (1996)
Nitrosomonas
Wagner et al.
NIT 3 Nitrobacter spp. CCTGTGCTCCATGCTCCG 40 56 (1996)
Ntspa662 Geénero Nitrospira GGAATTCCGCGCTCCTCT | 35 80 Da("zngozt)a"

& concentragéo de formamida usada no tampé&o de hibridacao.
b concentracdo de NaCl usada no tampdo de lavagem.

ANALISE ESTATISTICA DOS RESULTADOS

Na comparacdo do nimero de bactérias nitrificantes nas amostras, determinadas por Tubos multiplos (NMP) e
FISH, foi aplicado o “teste T de Wilcoxon” para amostras pareadas, que é um equivalente do “teste t de
Student” para dados com distribui¢do ndo-normal. Como tais contagens foram preparadas a partir de uma
mesma amostra de lodos ativados a suposicdo do pareamento se aplica, apesar das metodologias serem
distintas. A analise estatistica dos dados foi realizada utilizando o software STATISTICA 6.1 (StatSoft, Inc.,
2003). Nesta andlise foi adotado um nivel de significancia (a) igual a 5%.

RESULTADOS

A comparacédo dos resultados da quantificacdo de bactérias oxidadoras de amdnia e de nitrito em 15 amostras
de lodo aerdbio, obtidos através das técnicas de Tubos Multiplos e FISH, é apresentada na Tabela 2 e na Figura
1. Pode-se verificar que com a técnica de FISH foi encontrado um ndmero maior de bactérias Nitrosomonas
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por ml de lodo (da ordem de 10" a 10° células a mais por ml) em seis das 15 amostras analisadas, quando
comparado com o valor encontrado pela técnica de Tubos Multiplos.

Estes resultados estdo de acordo com aqueles obtidos por Konuma et al. (2001) e Schmidt et al. (2002). Neste
altimo trabalho, os autores verificaram pelo FISH um ndmero maior de bactérias Nitrosomonas por ml de lodo
(da ordem de 10" a 10?), quando comparado com os valores encontrados pelo NMP, o que poderia indicar que
a técnica dos Tubos Mdltiplos subestima a quantidade de bactérias na amostra. Além disso, o trabalho de
Schmidt et al. (2002) mostrou que bactérias Nitrosomonas quantificadas pelo NMP, tendo resultados da ordem
de 10% e 10° células/ ml, ndo foram detectadas pelo FISH, o que também ocorreu no presente trabalho com as
bactérias do género Nitrobacter em 14 amostras analisadas (Tabela 2).

N&o obstante, na amostra LAQO7 a determinacdo de oxidadoras de amdnia (preferencialmente Nitrosomonas)
tanto pela técnica de Tubos multiplos (NMP) quanto por FISH apresentou resultado na mesma ordem de
grandeza. J& o grupo de amostras de LAO8 a LA15 apresentaram valores de bactérias Nitrosomonas
(determinados por NMP) superiores (cerca de 3 a 8 ordens de grandeza maior) em relagéo aos valores obtidos
pela técnica de FISH (com a sonda Ns0190). Sendo assim, foi possivel perceber que houve uma tendéncia de se
obter valores maiores para bactérias nitrificantes (do género Nitrosomonas) pela técnica dos Tubos Mdltiplos
em comparacdo com FISH se repetiu em oito amostras de lodos ativados coletadas em diferentes épocas.
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Figura 1: Comparagdo da quantificacdo de bactérias oxidadoras de amdnia (Nitrosomonas) pelas
técnicas de NMP e FISH.

Para verificar se a diferenca de quantificacdo encontrada (entre as técnicas) era estatisticamente significativa,
utilizou-se o “teste T de Wilcoxon” para amostras pareadas. Apos a realizagdo do teste, a hip6tese H, para
Nitrosomonas ndo pode ser rejeitada, uma vez que foi encontrado um valor de p maior que 0,05 (p =
0,272096). Portanto, para um universo amostral de 12 amostras por grupo, para Nitrosomonas, 0 teste sugeriu,
que ndo houve diferenca estatistica significativa entre as contagens de bactérias nitrificantes do género
Nitrosomonas realizadas pelos dois métodos (FISH e Tubos mdltiplos). Portanto, para a determinacdo de
bactérias oxidadoras de amonia, os métodos de quantificacdo de FISH e de Tubos Miultiplos sdo equivalentes
estatisticamente a um nivel de significancia de 5%, tendo como ressalva o fato de que o universo amostral
contemplou 12 amostras.
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Tabela 2: Comparacao dos resultados das técnicas de Tubos Multiplos (NMP) e FISH para
qguantificacdo de bactérias Nitrificantes (oxidadoras de ambnia e de nitrito).
FISH com NMP FISH com FISH com
AS;I c;;t:’jze Nitrcl:ls';/lr:onas Nso 190 Nitrobacter Nit3 Ntspa 662
coleta (NMP/ml) (Células/ml) (NMP/ml) (Células/ml) (Células/ml)
(Nitrosomonas) (Nitrobacter) (Nitrospira)
LAO1- 3,5 x10* 1,21 x 10° 3
17/04/08 (+6,96 x 10°)™ 2:4x10 ND ND
4 6 3
LAO2- 2,4x10 6,93 X 10 i 2,2x10 ND ND
26/06/08 (1,16 x 10%
LAO03- 3,5 x 10 1,45 x 10’ 2,8 x 10*
03/09/08 (+6,46 x 10°) ND ND
LAO4- 5 1,04 x 10’ 4
25/09/08 16x10 (£2,01 x 10%) 3,5x10 ND ND
LAO5- 4 6,80 x 10° 5
01/10/08 2:4x10 (£ 1,11 x 10°) 1,6x10 ND ND
LAO6- 2,4 x10° 1,88 x 10° 4
14/01/09 (+3,23 x 10°) 9.2x10 ND ND
LAO7- 6 2,51 x 10° 7 4,59 x 10° 1,50 x 107
18/02/09 5:4x10 (25,32 x 10°) >16x10 (3,20 x 10° | (+3,51 x 10°
LAOS- 10 2,97 x 10’ 2,8 x 10’ 2,70 x 10’
05/05/09 24x10 (£5,67 x 10°) ND (+1,28 x 10°)
LA09- >1,6 x 101 1,51 x 10’ 1 3,48 x 10’
24/06/09 (8,44 x 10°) 16x10 ND (+3,63 X 10°)
LA10- 10 2,55 x 10° 1,7 x 10° 3,22 x 10
10700 | T80T 1 g azw10°) ND (£4,35 x 10%)
LA11- 9,2 x 10" 2,98 x 10° 8 4,43 x 10’
11/08/09 (5,16 x 10%) 4,0x10 ND (5,64 x 10%)
LA12- 1,6 x 10 6,20 x 10° 3,5 x 10° ND 3,16 x 10’
09/09/09 (+1,87 x 10°) (+3,23 x 10°
LA13- 9,2 x 10% 5,12 x 10° 1,2 x 10’ ND 1,60 x 10
08/10/09 (£1,40 x 10°) (+1,45 x 10°
LA14- 14 2,71 x 10° 2,4x10% 3,03 x 10’
29/10/09 16x10 (24,02 x 10°) ND (9,01 x 10°)
LA15- 13 2,21 x 10° 8 2,32 x 10’
17/12/10 >1,6x10 (+1,16 x 10°) 16x10 ND (+3,51 x 10°)

LA - Lodos Ativados

ND - ndo detectado, nenhuma célula apresentou sinal com estas sondas. Esse resultado significa que estes géneros podem
estar ausentes, ou presentes, mas abaixo do limite de detecco da técnica (10%a 10* células / ml).

**Qs valores entre parénteses representam o desvio-padrédo de trés contagens diferentes.

E importante ressaltar ainda, que devido ao fato das contagens das amostras LA09, LA10 e LA15 terem
ultrapassado o limite maximo da tabela do NUmero Mais Provavel (NMP) esses resultados ndo foram plotados
na figura 1, mas apresentados na tabela 2. A figura 2, por sua vez, apresenta um exemplo de resultado positivo
obtido da hibrida¢do com a sonda Nso190, especifica para a maioria das oxidadoras de amodnia, da subclasse 3
Proteobacteria, incluindo Nitrosomonas.

Por meio da técnica de FISH, foi possivel verificar também que as 15 amostras apresentaram nimero total de
células por ml bastante préximo (resultado ndo mostrado), o que é um indicio de que os valores obtidos sdo
confidveis uma vez que as quinze amostras foram oriundas do mesmo reator, porém de periodos diferentes.
Entretanto, o nimero de células hibridadas (com a sonda Nso190) variou consideravelmente, de 0,05 a 1,55 %.
Esta diferenca pode ser decorrente da variagdo da atividade nitrificante no reator (em diferentes periodos). O
sistema de lodos ativados da ETE ARRUDAS - COPASA néo foi projetado, originalmente, para nitrificar, mas
alguma nitrificacdo ocorre nesse sistema. Em reator com atividade nitrificante intensa, Jurestchko et al. (1998)
verificaram através do FISH que as bactérias oxidadoras de amdnia compreendiam de 10 a 20% do total de
células.
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Figura 2: Andlise de FISH das bactérias oxidadoras de amdnia. Células coradas com DAPI (a) e células
hibridadas com a sonda Ns0190 (especifica para a maioria das oxidadoras de amdnia, Nitrosomonas)(b).

Com relagéo as bactérias oxidadoras de nitrito, ndo foi possivel realizar a comparagdo entre as duas técnicas,
pois verificou-se que estavam sendo quantificados grupos (géneros) diferentes de bactérias oxidadoras de
nitrito em cada uma delas. A técnica do NMP quantifica aquelas oxidadoras de nitrito capazes de crescer no
meio de cultura utilizado, geralmente Nitrobacter é o género predominante neste meio e, portanto, € 0o mais
conhecido. Pela Tabela 2, pode-se verificar que com a sonda especifica para Nitrobacter este género foi
detectado pela técnica de FISH somente na amostra LAO7, indicando auséncia destas células ou presenca
abaixo do limite de detec¢do da técnica nas 14 amostras restantes. A figura 3 apresenta o Unico resultado
positivo obtido da hibridacdo com a sonda NIT3, especifica para Nitrobacter.. Posteriormente, quando foi
aplicada a sonda especifica para Nitrospira (Ntspa662), verificou-se a presenca dessas células em 9 das 15
amostras de lodo analisadas (Tabela 2). Esses resultados indicam, portanto, que foram determinados diferentes
géneros de bactérias oxidadoras de nitrito nas amostras por cada uma das técnicas e, portanto, a comparagao
entre as mesmas nao se aplica.

Esse resultado € interessante e coerente, e reflete as diferencas inerentes a cada técnica. O NMP esta
quantificando as oxidadoras de nitrito capazes de crescer no meio de cultura especifico (portanto, diferentes
géneros de oxidadoras de nitrito poderiam crescer, dentre eles Nitrobacter). Segundo a literatura, como
Nitrospira cresce muito lentamente comparado a Nitrobacter, raramente o primeiro género é recuperado a
partir das técnicas tradicionais de cultivo. Por outro lado, a técnica de FISH se baseia na contagem direta com
as sondas especificas para cada género de oxidadoras de nitrito (como Nitrobacter e Nitrospira), portanto, a
soma das porcentagens de hibridacdo obtidas com cada sonda especifica refletiria mais precisamente o nimero
de oxidadoras de nitrito presente numa amostra. Vale ressaltar que no presente trabalho ndo foram utilizadas as
sondas especificas para os outros géneros de oxidadoras de nitrito (como por exemplo Nitrospina).

Né&o obstante, os resultados obtidos nesse trabalho, para bactérias oxidadoras de nitrito, por meio da técnica de
FISH estdo de acordo com aqueles obtidos por Jurestchko et al. (1998). Os autores verificaram para as
oxidadoras de nitrito, em um sistema de lodos ativados tratando esgoto industrial com concentracdo alta de
amdnia (5.000 mg/L), que 9% do total de células hibridaram com a sonda para Nitrospira, enquanto que células
de Nitrobacter ndo foram detectadas (ou estavam presentes abaixo do limite de detec¢do do FISH), indicando
que nesse sistema células do género Nitrospira foram as responsaveis pela oxidagdo do nitrito a nitrato.

Outros autores (WAGNER et al., 1996) também reportaram baixa atividade in situ de Nitrobacter em varios
sistemas nitrificantes naturais e em sistemas de engenharia. Na realidade tem-se observado que as espécies de
Nitrospira descritas até o momento crescem muito devagar em cultura pura quando comparado com
Nitrobacter spp. (JURESTCHKO et al., 1998). Assim, especula-se que a importancia de Nitrobacter na
oxidacdo de nitrito (no ambiente e em sistemas de engenharia) tenha sido superestimada ja que esse foi o
género mais comumente encontrado. Varios trabalhos usando técnicas moleculares (baseados na extracdo de
DNA e analise de seqliéncias de DNAr 16S) vém encontrando predominancia de Nitrospira em sistemas
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nitrificantes. Portanto, ndo € estranho que em 93% dos casos nas amostras de lodos ativados da ETE ARUDAS
- COPASA, analisadas no presente trabalho, ndo foram detectadas células do género Nitrobacter, mas sim
Nitrospira.

E importante salientar que apesar do NMP poder subestimar o numero real de bactérias nitrificantes na
amostra, esta técnica pode ser realizada em qualquer laboratorio de microbiologia, ndo necessitando de
equipamentos e reagentes caros. JA o FISH, apesar de também ser relativamente simples, requer equipamentos
mais sofisticados, bem como o custo de cada sonda marcada com composto fluorescente é elevado, o que pode
dificultar a realizacdo para muitos laboratérios. Uma provéavel razdo para a diferenca entre os nimeros
encontrados deve-se ao fato da técnica de NMP ser um método dependente do cultivo, e, portanto,
quantificam-se aquelas células que conseguiram crescer ou que se adaptaram ao meio de cultura. Aquelas de
dificil cultivo ndo crescerdo. Ja o FISH é um método direto, independente do cultivo, e, portanto, fornece uma
quantificagdo mais real das bactérias presentes na amostra. Porém, o limite de detec¢do desta técnica é de cerca
de 10° a 10* células/ml (AMANN et al., 1995), portanto, populacdes que estejam abaixo desse valor na
amostra podem ndo ser detectadas.

e
|,. i

Figura 3: Analise de FISH das bactérias oxidadoras de nitrito. Células coradas com DAPI (a) e células
hibridadas com a sonda NIT3 (especifica para Nitrobacter spp.)(b).

CONCLUSOES

Os resultados obtidos sugerem que houve uma tendéncia de se obter valores diferentes (maiores ou menores)
para bactérias oxidadoras de aménia (do género Nitrosomonas) pela técnica dos Tubos Mdltiplos em
comparagdo com FISH. Uma provavel razdo para a diferenca entre os nimeros encontrados deve-se ao fato da
técnica de NMP ser um método dependente do cultivo, e, portanto, quantificam-se aquelas células que
conseguiram crescer ou que se adaptaram ao meio de cultura, j& as de dificil cultivo ndo crescerdo. Ja o FISH é
um método direto, independente do cultivo, e, portanto, fornece uma quantificagdo mais proxima da realidade
das bactérias presentes na amostra. Porém, o limite de deteccdo desta técnica é de 10° a 10* células/ml
(AMANN et al., 1995), assim, populacdes que estejam abaixo desse valor na amostra podem ndo ser
detectadas. Nao obstante, a analise estatistica desses dados revelou que, a diferenca de quantificacdo
encontrada entre as técnicas ndo foi estatisticamente significativa (a um nivel de significancia de 5%), indicando
que ambas podem ser usadas para a determinacéo da abundancia de bactérias oxidadoras de amdnia.

A comparacdo entre as técnicas para a quantificacdo de bactérias oxidadoras de nitrito ndo foi possivel de ser
realizada, uma vez que os géneros que estavam sendo determinados em cada uma delas eram diferentes
(provavelmente Nitrobacter no NMP, e no FISH Nitrospira) e, portanto, a comparacdo entre 0s métodos nao
se aplicava. Sendo assim, as técnicas de NMP e FISH se mostraram métodos relativamente simples, praticos e
adequados para quantificagdo de microrganismos nitrificantes em amostras provenientes de sistemas de
tratamento de 4guas residuarias, com vantagens e limitagdes inerentes a cada técnica. E importante ressaltar
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ainda, que o sistema de lodos ativados da ETE ARUDAS - COPASA ndo foi projetado para nitrificar, porém
os resultados encontrados nesse trabalho sugerem que alguma nitrificacdo ocorre nesse sistema.

Em suma, a escolha da técnica para quantificacdo das bactérias nitrificantes dependerd, portanto, dos
equipamentos e recursos disponiveis em cada laboratério, bem como do nivel de informacdo que se deseja
obter, uma vez que com o FISH pode-se quantificar os diferentes géneros de oxidadoras de amonia e nitrito e
pelo NMP a quantificacdo é geral, ndo tendo a indicacdo de qual género esté presente.
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